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姜黄素（Curcumin，Cur）是从姜科植物的根茎中提取的一

种二苯基庚二酮类化合物，具有降血脂、抗肿瘤、抗凝、抗淀粉

酶样蛋白聚合、抑制人类疫缺陷病毒（HIV）-1整合酶活性等作

用[1]，特别是其抗肿瘤作用日益为人们所关注。国内、外众多

学者对姜黄素的抗肿瘤作用及其机制作了大量研究，证实姜

黄素可抑制多种肿瘤细胞生长[2-3]。近年来研究发现[4]，将姜黄

素制备成固体脂质纳米姜黄素（SLN-Cur）新型亚微粒给药系

统，可提高药物在体内的生物利用度，延长其在血液中的半衰

期，更好地发挥药效，且对正常细胞基本无毒性。紫杉醇

（Paclitaxel，PTX）是治疗卵巢癌常用的化疗药物。本研究制备

SLN-Cur并观察其与PTX联用对人卵巢癌HO-8910细胞的抑

制作用，为 SLN-Cur应用于卵巢癌的临床治疗提供一定的理

论基础。

1 材料
1.1 仪器

NU-425-300型超净台、CO2孵育箱（美国 Nu Aire 公司）；
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摘 要 目的：研究紫杉醇（PTX）联合固体脂质纳米姜黄素（SLN-Cur）对人卵巢癌HO-8910细胞体外生长的抑制作用。方法：试

验分为 4组，即阴性对照（仅含正常生产的HO-8910细胞）、PTX（2.5 µmol/L）、SLN-Cur（10 µmol/L）、PTX+ SLN-Cur（2.5 µmol/L+

10 µmol/L）组。MTT法测定HO-8910细胞增殖抑制率，透射电镜观察HO-8910细胞凋亡超微结构变化，流式细胞仪检测细胞凋亡

率与细胞周期分布变化，免疫组化法检测凋亡相关基因蛋白酶的表达。结果：PTX、SLN-Cur、PTX+ SLN-Cur均可显著抑制人卵

巢癌 HO-8910细胞的增殖，其中 PTX+ SLN-Cur 作用最强。与阴性对照组比较，PTX、SLN-Cur、PTX+ SLN-Cur 组凋亡率显著增

加，S期细胞比例逐渐降低，G2/M期细胞比例逐渐增高，MMP-9表达减弱，TIMP-2表达增强，其中PTX+ SLN-Cur组表现更显著。

结论：SLN-Cur对人卵巢癌HO-8910细胞具有较好的体外抑制效果，与PTX联合化疗有增效减毒作用，其机制可能与下调MMP-9

表达及上调TIMP-2表达而诱导细胞凋亡有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE ：To study of paclitaxel（PTX）combined with solid lipid nanoparticles of curcumin（SLN-Cur）on the

growth inhibition of human ovarian cancer HO-8910 cells in vitro. METHODS：The experiment was divided into 4 groups，the negative

control（containing only the normal production of HO-8910 cells），PTX（2.5 µmol/L），SLN-Cur（10 µmol/L），PTX+ SLN-Cur（2.5

µmol/L+10 µmol/L）group. Determination of inhibitory rate of HO-8910 cell proliferation by MTT method，the ultrastructural changes

of apoptosis of HO-8910 cells were observed by transmission electron microscope，and detected the apoptosis rate and cell cycle

distribution of flow cytometry，immunohistochemistry method was used to detect the expression of apoptosis related gene protein.

RESULTS：PTX，SLN-Cur，PTX + SLN-Cur can significantly inhibit the proliferation of human ovarian cancer HO-8910 cells，in

which PTX+ SLN-Cur had the strongest effect. Compared with the negative control group，PTX，SLN-Cur，PTX+ SLN-Cur group

significantly increased，apoptosis rate，the percentage of S phase cells decreased，the percentage of G2/M phase cells gradually

increased，MMP-9 expression decreased，increased the expression of TIMP-2. The PTX + SLN-Cur group showed more significant.

CONCLUSIONS：SLN-Cur had better inhibition effect in vitro on human ovarian cancer HO-8910 cells，attenuated synergistic effect in

combination with PTX chemotherapy，and to investigate the possible mechanism of MMP-9 expression and up-regulation of TIMP-2

expression and induction of apoptosis.
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纯度：99％）；PTX 原料药（批号：19994036）、PTX 注射液（批

号：19994040，规格：30 mg/瓶）均购自太极集团药业股份有限

公司；青霉素注射用无菌粉末（批号：BO501013）、链霉素注射

用无菌粉末（批号：BO50310）均购自华北制药集团有限责任公

司；空白固体脂质纳米粒（SLN-F）、SLN-Cur由重庆市肿瘤研

究所临检中心分子生物学实验室制备；10％小牛血清（兰州民

海生物工程有限公司，批号：20091015）。

1.3 细胞

人卵巢癌HO-8910细胞系由重庆医科大学肿瘤学教研室

惠赠，由重庆市肿瘤研究所临检中心分子生物学实验室贮藏。

2 方法
2.1 SLN-Cur的制备

利用改良微乳法制备 SLN-Cur。称取 20 mg 姜黄素，脂

质、卵磷脂各 10 ml制得有机相，另取处方量的表面活性剂加

入30 ml双蒸水中构成水相。在（75±2）℃水浴中将有机相匀

速加入水相，恒温搅拌形成微乳，挥干有机溶剂并浓缩至5 ml，

将所得半透明乳液快速分散于另一0～2 ℃的10 ml冰水浴中

继续搅拌固化 0.5 h，经 0.8 μ m 微孔滤膜滤过 ，即制得

SLN-Cur，4 ℃贮藏，备用。SLN-F与SLN-Cur均采用可用于人

体的无毒副作用药物制剂制备，本身安全合格、无毒（已由预

试验得出）。

2.2 细胞培养

人卵巢癌 HO-8910细胞系培养在 RPIM-1640培养液中

（培养液中含 10％小牛血清、100 u/ml 青霉素、100 u/ml 链霉

素），于 37 ℃下 5％ CO2饱和湿度孵箱中贴壁生长。0.25％胰

酶消化，2～3 d传代。

2.3 分组

试验设阴性对照（仅含正常生长的 HO-8910细胞）、PTX

（2.5 μmol/L）、SLN-Cur（10 μmol/L）与PTX+SLN-Cur（（2.5 μmol/

L+10 μmol/L）组。每组设4个复孔，另设仅加培养液的空白孔

以调零。

2.4 PTX+SLN-Cur对人卵巢癌HO-8910细胞增殖的抑制作

用

取对数生长期的人卵巢癌HO-8910细胞常规消化，调整

成分子浓度为5×105 ml－1的悬液，种植于96孔细胞培养板中，

按“2.3”项下方法设置给药浓度。置 37 ℃、5％ CO2孵箱内培

养 24 h 后收集，弃原液，每孔加无血清培养液 200 μl 与 5 mg/

ml MTT 20 μl继续培养，孵育4 h，测试结束前加入DMSO 200

μl，在摇床上震荡10 min，待结晶溶解后置入酶标仪，于540 nm

波长处测每孔吸光度（A）值，按下式计算抑制率（fa）、存活率

（fu）：fu＝（1－试验组A/阴性对照组A）×100％；fu＝（试验组A/

阴性对照组A）×100％。试验重复3次，取平均值。

2.5 透射电镜观察药物作用后人卵巢癌HO-8910细胞超微结

构改变

细胞处理同“2.4”项下方法，培养 24 h 后用 PBS 洗 2次，

2.5％戊二醛固定，2％四氧化锇再次固定。脱水，包埋，切片和

染色均按常规处理，透射电镜观察，拍照。

2.6 流式细胞仪分析人卵巢癌HO-8910细胞周期与凋亡

取分子浓度为5×104 ml－1的悬液接种于200 ml培养瓶内，

分组与给药同“2.3”项下方法，培养24 h后消化收集各组细胞，

PBS洗2次，转至1.5 ml离心管中，3 000 r/min离心3 min，弃上

清液，加入1 ml含10％小牛血清的PBS液混匀；用预冷75％乙

醇固定并吹打成单细胞悬液，4 ℃放置 30 min，1 000 r/min离

心 20 min；加 PBS后再次离心，去除固定液，用流式细胞仪检

测细胞凋亡及周期分布，采用Modifit 1.0软件分析结果。

2.7 免疫组化法检测人基质金属蛋白酶（MMP）-9与人基质

金属蛋白酶抑制因子（TIMP）-2的表达

细胞分组与处理同“2.4”项下方法，培养 24 h，PBS 洗 5

min，反复3次，95％酒精固定20 min，按照试剂盒说明书操作，

以PBS代替一抗作阴性对照，显微镜下观察并照相，以胞浆中

有明显DAB棕黄色染色者判断为阳性（抗体阳性部位均在胞

浆）。采用 image pro plus6.0生物医学图像分析软件系统进行

图像分析，测定其累计光密度值（IA）及区域面积（Area），计算

平均光密度值（MA）＝IA/Area，以反映细胞中各种待测蛋白的

表达水平。

2.8 统计学方法

采用SPSS13.0统计软件进行统计分析，所测数据用x±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析（One-Way ANOVA），

组间两两比较采用 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 PTX+SLN-Cur对人卵巢癌HO-8910细胞增殖的抑制作用

SLN-F 对 HO-8910细胞几乎无毒性作用（细胞抑制率＜

4％），可忽略其对细胞的毒性作用，表明用于本试验是安全合

格的（已由预试验得出）。 PTX+SLN-Cur 组的抑制率较

PTX 组与 SLN-Cur 组显著增加（P＜0.01），药物效价显著提

高，提示 PTX 与 SLN-Cur 二药合用，具有明显的协同作用。

PTX+SLN-Cur 对人卵巢癌 HO-8910细胞增殖的抑制作用见

表 1。

表 1 PTX+SLN-Cur对人卵巢癌HO-8910细胞增殖的抑制

作用

Tab 1 Inhibitory effect of PTX+SLN-Cur on the growth of

human ovarian cancer cell line HO-8910

组别
SLN-Cur组
PTX组
PTX+SLN-Cur组

抑制率，％
0.161 5±0.003 9

0.121 6±0.003 2

0.374 2±0.008 4＊

与SLN-Cur组或PTX组比较：＊P＜0.01

vs.SLN-Cur group or PTX group：＊P＜0.01

3.2 PTX+SLN-Cur对人卵巢癌HO-8910细胞凋亡与周期分

布的影响

3.2.1 PTX+SLN-Cur对人卵巢癌HO-8910细胞凋亡率的影响

PTX、SLN-Cur与 PTX+SLN-Cur作用于人卵巢癌HO-8910

细胞的凋亡率分别为（4.52± 1.02 ）％、（8.69± 3.18）％、

（17.86±3.23）％。PTX+SLN-Cur组的细胞凋亡率是阴性对照

组的 6.5倍，分别是PTX组和SLN-Cur组的 3.9、2.1倍，显著高

于两药单独处理组（P＜0.05）。PTX+SLN-Cur 对人卵巢癌

HO-8910细胞凋亡的影响见表2。

3.2.2 PTX+SLN-Cur对人卵巢癌HO-8910细胞周期分布的影

响 阴性对照组DNA方图为典型肿瘤细胞G1、S、G2峰型；各

药分别作用 24 h后，与阴性对照组比较，各组均出现S期细胞

··1757



China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 19 中国药房 2013年第24卷第19期

比例逐渐降低，G2/M期细胞比例逐渐增高；PTX+SLN-Cur较

分别单用PTX和SLN-Cur发生G2/M期阻滞、诱导细胞凋亡的

作用更显著。PTX+SLN-Cur对人卵巢癌HO-8910细胞周期分

布与凋亡的影响见表2。

表 2 PTX+SLN-Cur对人卵巢癌细胞HO-8910细胞周期分

布与凋亡的影响

Tab 2 Effects of PTX+SLN-Cur on cell cycle and the apop-

tosis rate of human ovarian cancer cell line HO-8910

组别

阴性对照组
PTX组
SLN-Cur组
PTX+SLN-Cur组

细胞周期分布，％
G1

56.85

50.34

51.52

52.46

S

35.94

34.30

31.86

25.85

G2/M

7.21

15.36＊

16.62＊

21.70＊＊

凋亡率，％

2.75±0.26

4.52±1.02＊

8.69±3.18＊

17.86±3.23＊＊

与阴性对照比较：＊P＜0.05；＊＊P＜0.01

vs.negative control group：＊P＜0.05；＊＊P＜0.01

3.3 PTX+SLN-Cur对人卵巢癌HO-8910细胞超微结构的影

响

阴性对照组细胞形态较幼稚，可见细胞表面有较多微绒

毛，核大，形态不规则，核仁发达，甚至多个，线粒体散在分布；

PTX组及 SLN-Cur组均可见细胞表面微绒毛减少，细胞内出

现较多脂滴，且SLN-Cur组出现细胞核固缩；PTX+SLN-Cur组

可见细胞内有大量脂滴，出现线粒体肿胀，并可见到凋亡小

体。细胞凋亡超微结构图见图1。

3.4 PTX + SLN-Cur 对人卵巢癌 HO-8910 细胞 MMP-9 与

TIMP-2表达的影响

与阴性对照组比较，PTX、SLN-Cur与PTX+SLN-Cur组的

MMP-9表达显著减弱（P＜0.05），且PTX+SLN-Cur组最显著；

PTX组、SLN-Cur组与PTX+SLN-Cur组的TIMP-2表达均显著

增强（P＜0.05），且PTX+SLN-Cur组增强最显著。免疫化法测定

MMP-9、TIMP-2的表达分别见表3、图2、图3。

表3 免疫组化法测定MMP-9、TIMP-2的表达

Tab 3 The expression of MMP-9 and TIMP-2 by immunocy-

tochemical method

组别
阴性对照组
PTX组
SLN-Cur组
PTX+SLN-Cur组

MMP-9

0.269±0.041

0.224±0.024＊

0.188±0.026＊

0.128±0.012＊

TIMP-2

0.098±0.010

0.155±0.021＊

0.169±0.019＊

0.246±0.048＊

与阴性对照组比较：＊P＜0.05

vs.negative control group：＊P＜0.05

4 讨论
卵巢癌是妇科三大恶性肿瘤之一，由于卵巢位于盆腔深

处，故卵巢癌早期症状不明显，发现时多处于中晚期，手术治

疗效果欠佳，化疗是其重要的治疗手段[5]。目前，临床常用的

抗肿瘤化疗药物选择性较差，毒副作用大，存在较严重的骨髓

抑制、神经毒性、肾脏毒性、胃肠道反应等不良反应，且易产生

获得性耐药，导致化疗失败，癌症复发或转移。因此，寻找能

增进疗效并减少毒性的化疗药物及化疗方案，是提高卵巢癌

患者生存率的关键[6]。

中药姜黄提取物姜黄素，具有抗肿瘤、保肝、降血脂等多

种药理作用[7-9]，且几乎无毒性，对正常组织细胞不产生不良影

响[10]，近年来其抗肿瘤作用成为研究热点。体内、外实验证实，

姜黄素具有抑制肿瘤细胞增殖，促进凋亡等作用[11]。其抗癌谱

广且毒副作用小，有望成为一种新型抗肿瘤药物。但由于其

不溶于水，耐光热性及稳定性较差，限制了作为抗癌新药的研

制进展及临床应用。SLN是一种粒径在 10～1000 nm之间的

A B

C D
图1 细胞凋亡超微结构图

A. 阴性对照组；B. PTX组；C. SLN-Cur 组；D.PTX+SLN-Cur组

Fig 1 Ultrastructure observation of cell apoptosis
A. negative control group；B. PTX group；C. SLN-Cur group；D. PTX+

SLN-Cur group

图2 免疫组化法测定MMP-9的表达（200×）
A. 阴性对照组；B. PTX组；C. SLN-Cur 组；D.PTX+SLN-Cur组

Fig 2 The expression of MMP-9 by immunocytochemical

method（200×）
A. negative control group；B. PTX group；C. SLN-Cur group；D. PTX+

SLN-Cur group

图3 免疫组化法测定TIMP-2的表达（200×）
A. 阴性对照组；B. PTX组；C. SLN-Cur 组；D.PTX+SLN-Cur组

Fig 3 The expression of TIMP-2 by immunocytochemical

method（200×）
A.negative control group；B.PTX group；C.SLN-Cur group；D.PTX +

SLN-Cur group
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新型亚微胶体给药系统，自 Wissing SA 等 [12]第一次提出 SLN

以来，其作为一种新型的药物载体备受关注。目前SLN有多

种制备方法，如高压乳匀法、薄膜超声法、微乳法等[13]。本文采

用改良微乳法制备较简单，粒径足够小，既适于实验室研制，

也比较容易规模化生产。Cur与SLN结合，具有生物相容性

好，良好靶向性等优势，同时可避免有机溶剂不能完全去除的

缺点，完全可以替代脂质体、聚合物纳米粒等传统剂型 [14-15]。

已有相关研究显示，SLN-Cur较普通制剂有较高的载药量及包

封率，水溶性及稳定性均有所提高。

本研究发现，SLN-Cur 与 PTX 均对人卵巢癌 HO-8910细

胞系有明显的增殖抑制作用，且PTX+SLN-Cur的抑制率较单

用PTX或SLN-Cur均明显增加。

阻滞细胞周期及诱导细胞凋亡是PTX等化疗药物抑制肿

瘤细胞增殖的重要机制。本研究结果显示，SLN-Cur 与 PTX

均可使人卵巢癌细胞系HO-8910发生G2/M期阻滞，抑制肿瘤

细胞增殖，两药联用抑制增殖作用更显著。研究结果表明，

SLN-Cur和PTX单独及联合作用于人卵巢癌HO-8910细胞系

均可起到诱导凋亡作用，且两药联合应用时凋亡率显著增高，

这与MTT检测结果相符。以上结果提示，SLN-Cur可能增强

PTX对肿瘤细胞诱导凋亡作用，机制可能为 SLN-Cur的载体

成分同细胞膜的生理相容性好，增加了药物对细胞膜的透过

性及被肿瘤细胞的摄取量[16]，药物进入细胞后阻滞细胞周期停

滞于G2/M期。免疫组化法显示，药物组MMP-9表达较阴性对

照组减弱，PTX+SLN-Cur 组减弱最显著；TIMP-2表达增强，

PTX+SLN-Cur组增强最显著。据上述结果，结合流式细胞仪

检测分析可知，SLN-Cur进入细胞后产生卵巢癌细胞周期G2/

M期停滞的原因为其抑制细胞的G2/M有丝分裂期，既抑制了

细胞增殖，同时促进了细胞的凋亡。

本研究表明，SLN-Cur与PTX联合应用治疗卵巢癌时，既

能通过提升PTX的抗肿瘤效果来克服肿瘤对化疗药物的耐受

性，又可通过减低 PTX 的使用剂量而克服化疗药的毒副作

用。本研究结果为Cur抗肿瘤的进一步开发应用，为临床上卵

巢癌化疗时减少PTX用量，降低PTX毒性及耐药性，提高化疗

效果提供新思路及一定的依据。
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